デキストランスクラーゼ ノ ブルー デキストラン 2000 ニ ヨル カッセイ ソクテイ by 古谷 昌裕








デキストランスクラーゼ ノ ブルー デキストラン
































であるBlue Dextran　2000をPrimer dextranとして反応系に加えるとBlue Dextranが不溶
化されることを見出し、このことを利用して新しい活性測定法の開発及びその応用を主たる目的
として研究を行なった。
〔方　法〕
100mMトリスーマレイン酸緩衝液（pH　6．2）、50mMショ糖及び0．06％Blue Dextran
2000を含む反応液にS汁epねCOCC髄S m伽－α犯S OMZ176株より部分精製されたデキストラン
スクラーゼを加え、37℃にて30～180分間反応を行なった。煮沸にて反応を止め生成した不溶性
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デキストランをフィルター上に集めた。フィルターを2mllNNaOHに浸し超音波にて不溶性
Blue Dextranを再度可溶化させ、この液の吸光度を620nmにて測定した。また本反応にて不
溶性デキストランにとりこまれたブドウ糖の定量は、上記の基質に14C－Sucrose（30，000PM／
50！〃nOl）を用い、同様にフィルター上の不溶性デキストランの放射活性を測定した。一方、全デ
キストラン量（不溶性及び可溶性）の測定は、反応液に4ml冷メチルアルコールを加え本溶化
させたデキストランをフィルター上に集めその放射活性を測定した。
〔結　果〕
本反応の時間経過を追跡したところ、吸光度620nmは、初期の1agの後、直線的増加を示し
た。この直線部分の速度は加えた酵素量に比例した。吸光度は0．12まで直線的に増加し、0．17
でプラトーに達した。またショ糖、Blue Dextran、酵素のいずれが欠如しても吸光度620nmの
増加は見られなかった。不溶化したBlue Dextran量、即ち吸光度620nmと不溶化したデキス
トラン中の14C－Glucose量にはほぼ比例関係が見られ、不溶性デキストテンにとりこまれたブ
ドウ糖は吸光度0・1につき2〃mOlであった。本反応のBlue Dextran不溶化のメカテズム、特
に初期lagの成因についての詳細な情報を得るため、Blue Dextran濃度を0．02、0．0－6、0．1
0．2％と増加させ実験を行なうと、全デキストラン合成量はいずれの場合でもほぼ等しい勾配で
反応開始直後より直線的に増加していくが不溶性デキストラン合成の反応初期のlagは延長した。
このlagに相応して可溶性デキストランの合成がみられたが，これは不溶性デキストランの合成に
伴って減少した。本菌株以外、他のS rep紬COCC祝S　属（S．川柳症㌧鼠仰山胴　AHT，NI
DR　6715，Kl）もBlue Dextran不溶化活性を示しこれらの菌株にも応用が可能であること
が判明した。
〔考　察〕
本法に従い不溶化Blue Dextranを定量することによりデキストランスクラーゼの不溶性デキ
ストラン合成活性を従来法より簡便に測定し得た。本法は正確さでは14C－Sucroseフィルター
法に劣るが簡便さで多くの利点を有し、特に多数サンプルのスクリーニングには有用であり感度
も充分であった。また、Blue Dextranの様なexogenous dextranはprimerとして糖鎖に直接
結合されることが判明した。従来exogenous dextranの機能に関してはactivator説とprimer
説の両説が提出されており本研究により少なくともprimerであることが示された。また、合成
されるデキストランのうち可溶性、不溶性デキストランの割合は、加えたexogenous dextran
の量によって変化し、可溶性デキストランが不溶性産物の中間体であることが示唆された。また
Blue Dextranと14crsucroseを併用することで不溶化するprimerと、新たに取りこまれた
ブドウ糖量の分別定量が可能となり、反応機構解明への応用も期待された。
〔結　論〕
S汗印加COCC髄3m髄孟α犯Sデキストランスクラーゼの新しい活性測定法を確立した。本法は従来
法より簡便であり、酵素の精製やその反応機構の解析、また各種の菌株のデキストランスクラー
ゼの活性を測定するのにも有用であると思われた。
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論　文　審　査　の　結　果の要　旨
本研究は歯垢形成の大きな要因と考えられているStreptococcus mutansのデキストランスク
ラーゼの簡便な活性測定法を開発・確立したものである。従来、本酵素の活性測定は、生成デキ
ストランの化学的定量または14C－SuCrOSbよりデキストランへの14C－glucoseの取込み活性
測定により行なわれてきたが、いずれの方法も煩雑であったり、または特殊設備を必要としてい
た。
著者らは水溶性のブルーデキストラン2000が本酵素により不溶化されることを見出し、生成
した不溶性デキストランをフィルター上に集め、再度可溶化したのち620nmの吸光度を測定す
る方法を考案した。
測定条件を検討した結果、吸光度620nmと不溶性デキストランにとりこまれた14C－glucose
量には、標準条件においてはぼ比例関係が見られ、本法を用いることにより正確さでは14C－
sucrose　フィルター法に劣るが簡便に多数のサンプルの測定が可能となりその感度も充分であっ
た。またブルーデキストランは不溶性デキストラン生成のprimer　となることが明らかとなった
が、合成されるデキストランのうち可溶性、不溶性デキストランの割合は加えたexogenous
dextranの量によって変化し、反応自体の複雑性が示された。
以上の研究は歯垢という歯のう蝕や歯周炎発生の最大の要因が如何にして形成されるかを明ら
かにするため、デキストランスクラーゼの簡易定量法を考案したものであり、実用性に優れてい
る。またこれに付加して大学院発表会で示されたデキストランスクラーゼの精製とその性状の研
究は、充分に酵素化学的評価に値するものであった。
よって本論文は医学博士の学位論文として価値のあるものと認める。
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